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PREPAHATION DE RECEPTEURS MEMBRANAIRES A PARTIR DE 
BACULOVIRUS EXTRACELLULAIRES 

L' invention est relative a la production de 
recepteurs membranaires dans un systems 

5 baculovirus/cellules d'insecte. 

Dans les dernieres annees , des systemes 
d' expression heterologues ont souvent ete utilises pour 
etudier 1 ' expression, ainsi que les caracteristiaues 
pharruacologiques et biochimiques des recepteurs 
10 membranaires. 

Bien qu'une expression significative puisse 
etre obtenue dans certains systemes d ' expression- en 
cellules de mammifere, des problemes se sont poses, en 
particulier dans le cas de certains types de recepteurs 
15 tels que les recepteurs couples aux proteines G. 

Les recepteurs couples aux proteines G 
appartiennent a la super- famille des recepteurs a sept 
domaines transmembranaires . lis comprennent, par exempli, 
les recepteurs adrenergiques ou muscariniques , et ont 
2 0 tous la meme structure qui est faite d'une chaine 
polypeptidiques comprenant sept domaines hydrophobes qui 
traversent la double couche lipidique membranaire. 

Lorsque 1 ' on cherche a exprimer ces recepteurs 
dans des systemes de cellules de mammifere, on obtient 
25 generalement une densite relativement faible de 
recepteurs exprimes par lesdites cellules, excedant 
rarement quelques picomoles de recepteur par milligramme 
de proteine membranaire. Bien que ces niveaux 
d' expression soient suffisants pour une caracterisation 
fonctionnelle et pharmacologique, ils limitent clairement 
le type d' etudes biochimiques , biophysiques et 
structurelles qui peuvent etre ef f ectuees . A fortiori, ce 
systeme d'expression ne peut pas etre utilise pour la 
production de recepteurs en grande quantite, par exemple 
3 5 pour leur utilisation therapeutique . 

Afin d'augmenter la quantite de recenteurs 
obtenus, differentes equipes ont cherche a les produire 



30 



wo 98/46777 

PCT/FR98/00736 



dans un systems baculovirus/cellule d'insecne • dans de 
nombreux cas , des baculovirus exprimant des recepteu^s 
couples aux proteines G ont pu produire ces recepteurs 
recombinants dans des cellules des lignees Sf9 ou Sf21 de 
5 Spodoptera frugiperda. jusqu'a des niveaux atteignant 30 
a 100 picomoles par milligramme de proteine membranaire. 
Ces systemes ont permis de faire des progres 
significatifs dans 1' etude de la palmitoylation des 
recepteurs et egalement d'etudier les effets produits par 
10 differents agonistes et antagonistes , ou bien de proceder 
a la reconstitution de recepteurs artificiels. 

Cependant, le systeme baculovirus /cellules 
d'insecte presente 1 ' inconvenient majeur d'exprimer une 
importante proportion de recepteurs inactifs. Les 
15 recepteurs, qui sont recuperes dans la fraction 
membranaire des cellules infectees par les baculovirus 
sont sous forme immature et incompletement glycosylee. 
Ceci resulte probablement d'une saturation de la voie 
normale de maturation post-traductionnelle, qui entralne 
la retention de recepteurs iimatures dans les membranes 
du reticulum endoplasmique ou dans I'appareil de Golgi . 
Pour obtenir des recepteurs fonctionnels on est dans ce 
cas oblige d'inclure une etape de purification basee sur 
I'activite biologigue du recepteur, (par exemple, une 
25 etape de chroma tographie d'affinite). 

II serait done necessaire de mettre au point 
un systeme permettant de separer facilement la membrane 
plasmigue comprenant les recepteurs matures, des autres 
fractions membranaires tel que le reticulum endoplasmique 
ou les membranes de I'appareil de Golgi, qui comprennent 
le recepteur immature, biologiquement inactif. 

II a ete recemment montr6 que 1' infection de 
cellules Sf9 par un baculovirus codant pour le gene Gag 
de HIVl (PrSS Gag) entraine le bourgeonnement de 
particules portant la proteine Gag (particules Gag) q-ui 
sont relarguees dans le milieu extracellulaire . II a ete 
suggere que ces particules Gag entrainaient lors de leur 
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bourgeonnement, la membrane plasmigue et les protexnes 
qui lui sont associees. 

Les Inventeurs ont formule I'hypothese que la 
co-expression dans un systeme baculovirus/cellules 
d'msectes, d'un recepteur couple aux proteines G et de 
Pr55 Gag peut favoriser le relargage des particules Gag 
exprimant uniquement des recepteurs matures correctement 
mseres dans la meinbrane plasmique. Pour tester cette 
hypothese, les Inventeurs ont infecte des cellules Sf9 
avec des baculovirus codant le recepteur adrenergique 
humain P2AR et la proteine Pr55 Gag. De fagon 
surprenante, ils ont alors constate que le recepteur |32AR 
est presque totalement absent des particules Gag, mais 
est en revanche present a forte densite dans des 
15 particules de baculovirus extracellulaires . En outre, les 
recepteurs exprimes dans ces baculovirus extracellulLires 
sont correctement glycosyles et normalement actifs. 

La presente invention a concerne 1 ' utilisation 
de ces baculovirus extracellulaires pour I'obtention de 
preparations d'un recepteur membranaire . 

La presente invention a pour objet un procede 
de production d'un recepteur membranaire recombinant dans 
un systeme baculovirus /cellule d'insecte, a partir d'une 
culture de cellules d'insectes infectees par un 
2 5 baculovirus recombinant exprimant le gene codant pour 
ledit recepteur membranaire, lequel procede est 
caracterise en ce que 1 ' on obtient ledit recepteur 
membranaire a partir des baculovirus extracellulaires 
produits par lesdices cellules infectees. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere de la 
presente invention, ledit recepteur appartient a la 
super-famille des recepteurs a sept domaines 
transmembranaires ; il s'agit par exemple d'un recepteur 
de la famine des recepteurs couples aux proteines G. 

Des baculovirus recombinants exprimant le aene 
codant pour le recepteur membranaire que 1 ' on souhlite 
produire sont obtenus par clonage dudit gene sous 
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controle transcriptionnel d'un promoteur approprie audit 
baculovirus, selon des methodes bien connues en elles- 
memes de 1 ' homme de 1 ' art . 

N'importe quel promoteur fort de baculovirus 
utilisable pour 1' expression de genes heterologues , tel 
par exemple que le promoteur de la polyedrine (polh) ou 
celui de la proteine PIO, peut etre employe pour 
I'obtention d'un baculovirus recombinant utilisable dans 
le cadre de la presente invention. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere du 
procede conforms a 1' invention, il comprend une etape au 
cours de laquelle on procede a la recolte des baculovirus 
extracellulaires produits par lesdites cellules infectees 
et a leur separation des fractions cellulaires. La 
15 recolte et la separation des baculovirus extracellulaires 
peuvent etre effectuees par centrif ugations successives, 
par exemple de la maniere suivante : on effectue une 
premiere centrif ugation a environ 500xg, a 1' issue de 
laquelle on recupere le surnageant contenant les 
baculovirus extracellulaires. Ce surnageant est soumis a 
une centrifugation a environ 45000xg ; le culot resultant 
qui contient les baculovirus extracellulaires est remis 
en suspension, et la suspension est soumise a une 
centrifugation a environ 5 00xg ; le surnageant resultant 
de cette centrifugation est centrifuge a environ 45000xg, 
et I'on recupere le culot, qui contient les baculovirus 
extracellulaires. Avantageusement, les baculovirus 
extracellulaires peuvent egalement etre purifies par 
centrifugation sur gradient de saccharose, ou tout autre 
3 0 procede equivalent. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre prefere 
du procede conforme a 1' invention, il comprend une etape 
au cours de laquelle on procede a la lyse des baculovirus 
extracellulaires produits par lesdites cellules 
3 5 infectees ; avantageusement, il comprend egalement une 
etape au cours de laquelle on procede au f ractionnement 
du lysat obtenu a 1' issue de 1' etape precedence, et a la 
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recuperation de la fraction comprenant ledat recepteu^ 
membranaire . 

Les preparations purifiees et les lysats de 
baculovirus extracellulaires , ainsi gue leurs fractions 
comprenant le recepteur membranaire, susceotibles d'etre 
obtenus par les procedes definis ci-dessus constituent 
des preparations de recepteur membranaire qui font 
egalement partie de I'objet de la presents invention Ces 
preparations sont constituees par des recepteurs act^fs 
et totalement matures, contrairement aux preparations de 
recepteurs membranaires obtenues dans I'art anterieur a 
partir des membranes plasmiques de cellules infectees 
qui comprennent une forte proportion de recepteurs 
mactifs, et qui ne peuvent etre utilisees ou'apres une 
etape supplementaire de purification sur la base de 
I'activite des recepteurs concernes, par exemple apres 
chromatographie d'af finite. 

Au contraire, les preparations de recepteurs 
membranaires conformes a 1 ■ invention sont caracterisees 
en ce que, prealablement a toute purification effectuee 
sur la base de I'activite du recepteur concerns, au moins 
90%, et de preference au moins 95% dudit recepteur est 
SOUS forme active. 

Des preparations, conformes a 1' invention, 
d'un recepteur membranaire peuvent etre utilisees pour 
preparer ledit recepceur sous forme purifiee, avec un 
bien meilleur rendement que celui auguel on pouva^' t 
parvenxr a partir des preparations de recepteurs 
membranaires obtenues dans I'art anterieur a partir des 
membranes plasmiques des cellules infectees. 

Les preparations de recepteurs membranaires 
conformes a 1' invention, ainsi que les baculovirus 
extracellulaires obtenus lors de la mise en oeuvre du 
procede conforme a 1 'invention, peuvent egalement et^e 
utilises directement, par exemple comme svsteme d' etude 
aes proprietes de recepteurs membranaires, comme svsteme 
de criblage de molecules actives sur ces receoteur. 
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ZTTT"- °" '"""^ modifications 

post-„adu=t.onn.laes telles que la phospho^rylation ou la 
palmitoylation. 

La presente invention sera mieux comprise a 
l^aide du complement de description qui va suivre, ou^' se 
refere a des exemples de mise en oeuvre du precede 
conforme a 1' invention pour la preparation de recepteurs 
membranaires . 
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EXEMPLE 1 : PREPARATION DE BACULOVTRn.? 

Un baculovirus recombinant exprimant p2AR est 
obtenu en clonant une sequence d'ADN constituee par 
I'ADNc de P2AK en fusion avec l-epxtope c-myc, obtenue 
15 con^e decrit par MOUILLAC et al . iJ. Biol. Chem. , 267 
21733-21737 (1992, ] , au site Nhel du vecteur de 
transfectaon/recombinaison pJVNheK commercialise par la 
societe INVITROGEN) . Ce vecteur a ete transfecte avec le 
genome linearise d'un baculovirus AcMNPV (commercialise 
par la societe INVITROGEN) dans des cellules Sf9 • le 
baculovirus recombinant obtenu de la sorte est denomme c- 
myc-piAR . 

De la meme maniere, on a clone la sequence 
codant pour le recepteur muscarinique Ml et la sequence 
codant pour le recepteur dopaminergique Dl 
[respectivement decrites par ALLARD et al . Nucleic Acid 
Research, 15, p 10604, (1987) et par DEARRY et al 
Nature, 347, p 72, (I99O) ] pour obtenir les baculovirus 
recombinants (respectivement denommes Ml-R et Dl-R) 
exprimant ces recepteurs . 

a) Culture et infection des cellules, et recolte des 
baculovirus extracellulaires : 

Des cellules Sf9 sont cultivees a 27°c dans 
des flacons de culture en suspension de 100 ml (BELLCO 
GLASS) en milieu de GRACE supplements (GIBCO) contenant 
10% de serum de veau foetal (FBS) , et 0,001% d'acide 
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pluronique. 60 ml de suspension de cellules (2xloVml) 
sont infectees avec le baculovirus recon^xnant exprimant 
P2AR, Dl, ou Ml, a une multiplicite d' infection variant 
entre 2 et 5. 

Les cellules sont recoltees par centrif ugation 
a 500 X g pendant 5 min. a 4°C. 

Les particules virales sont isolees apres 
recolte des cellules, par centrif ugation du surnageant de 
culture a 45,000 xg pendant 20 min. a 4''c. Les culots 
obtenus sont resuspendus a 40C dans un volume de tampon 
phosphate salin (pbS) egal a 1/10^- du volume de la 
culture initials, et centrifuges a 500 xg, pendant 5 
minutes a 4°C ; le surnageant de cette centrif ugation a 
500 xg est a nouveau centrifuge a 45,000 xg pendant 20 mm 
15 a 4°C. 

b) Purification des particules de baculovirus sur 
gradient de saccharose 

Le culot de particules virales obtenu a partir 
de 10 0 ml de cultures de cellules Sf9 infectees par le 
20 baculovirus recombinant exprimant P2AR, Ml, ou Dl, est 
resuspendu dans 1,2 ml de solution TE (10 mM Tris-HCl 
1 mM EDTA, pH 7 , 4 ) , en presence d ' inhibiteurs de 
proteases) . 

La suspension est deposee au sommet d'un tube 
25 contenant un gradient lineaire {25%-56%) de saccharose en 
solution TE. Les tubes sont centrifuges a 100, 000 xg 
pendant 90 minutes. Le gradient est collects du sommet au 
fond du tube, en 20 fractions. La premiere fraction a un 
volume de 1,4 ml, et les 19 autres sont de 5 00^1. 

3 0 EXEMPLE 2 : MISE EN EVIDENCE DE L'ACTIVITE P2AR 
DANS LES BACULOVIRUS RECOMBINANTS 

EXTRACELLULAIRES 

Les cellules Sf9 infectees par le baculovirus 
recombinant exprimant P2AR sont mises en culture, et les 
35 baculovirus sont recoltes comme decrit a I'exemple 1 a). 
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24 heures. 48 heures , 72 heures, 96 heures . et 120 heures 
apres 1' infection. 

L'activite des recepteurs P2AR est evaluee par 
des mesures de saturation et de liaison competitive 
effectuees comme decrit par BOUVIER et al [Mol 
Pharmacol. 33 :133-139 (1982)] en utilisant du f^^^rj- 
lodocyanopindolol ([^"iJlCYP) coiiune ligand marque . 

Les culots de particules virales obtenus sont 
resuspendus a 4°C dans le tampon qui sera utilise pou^ la 
reaction. Des aliquotes de cette supension de oarnicules 
virales, correspondant. a 0,2 a l^xg de proteines- sont 
melanges avec 5 a 350 pM de radioligand [^^=I]ICYP dans un 
volume final de 500^1. La liaison non-specif ique est 
evaluee en utilisant 10 pH d' alprenolol . 

Dans ces conditions, l'activite (32AR est 
detectee dans les surnageants des cultures cellulaires a 
partir de 48 heures apres 1' infection, attaint son 
maximum 72 heures apres 1' infection, et reste constants 
jusqu'a 12 0 heures apres 1' infection. 

Ces resultats sont illustres par la Figure 1. 
Cette figure montre egalement les resultats 
obtenus, dans les memes conditions experimentales , sur 
des surnageants de cultures de cellules infectees a la 
fois avec le baculovirus recombinant c-inyc-P2AR, et un 
25 baculovirus recombinant exprimant la proteine Gag de HIV 
(• = P2AR ; A =P2AR + Gag) . On constate que 
contrairement a ce qui etait initialement attendu, la 
presence de la proteine Gag n'augmente pas la guantite de 
|32AR dans les surnageants de culture. 

On constate egalement que l'activite 32AR 
detectee dans les surnageants ne provient pas de la lyse 
cellulaire, dans la mesure ou cette activite apparalt 48 
heures apres 1' infection, c'est a dire a un moment ou la 
ma^orite des cellules infectees sont encore viables, et 
n'augmente pas entre 72 et 120 heures apres I'infection, 
malgre la lyse cellulaire importante qui se produit a ce 
moment ia. 
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La nature des particules du surnageant portant 
I'activite 32AR a ete verifiee par microscopie 
electronique, apres marquage de ces particules a 1 ' aide 
d'un anticorps dirige centre I'antigene c-myc, ou d'un 
5 anticorps dirige contre le recepteur P2AR. 11 a ainsi ete 
constate ^e les particules reconnues par 1 ' un ou 1' autre 
de ces anticorps sont des batonnets de 15 x 100 nm, ce 
qui correspond a des baculovirus extracellulaires . 

Dans le cas de la co-infection avec un 
10 baculovirus exprimant la proteine Gag, on observe en 
outre dans le surnageant la presence de particules 
presentant la morphologie des particules Gag, et 
reconnues par un anticorps anti-Gag ; cependant, 
contrairement aux baculovirus extracellulaires, ces 
particules Gag ne sont que tres faiblement reconnues par 
les anticorps anti-c-myc et anti-p2AR. 

La presence du recepteur P2AR a egalement ete 
verifiee dans les preparations de baculovirus recombinant 
c-myc-32AR purifiees sur gradient de saccharose, comme 
decrit a 1 ' exemple 1 b) ci-dessus.. 

L'activite p2AR a ete determinee selon le 
protocole decrit a 1' Exemple 2 ci dessus, sur les 
differentes fractions du gradient. 

Parallelement, la detection des antigenes 
vp80, gp67, et vp39 du baculovirus AcMNPV, en utilisant 
un anticorps polyclonal dirige contre ces antigenes, a 
ete effectuee sur les memes fractions. Les resultats 
obtenus montrent que I'activite P2AR co-sedimente avec 
les particules virales . 

L'ensemble des resultats obtenus ci-dessus 
montre que non seulement des molecules du recepteur sont 
exprimees dans les baculovirus extracellulaires 
recombinants, mais encore qu'il s'agit de molecules 
actives . 

La quantification de I'activite P2AR dans les 
preparations de baculovirus extracellulaires recombinants 
purifiees sur gradient de saccharose permet d'evaluer la 
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environ 25 pmol/mg de 
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EXEMPLE 3 : COMPARAISON DES FORMES DU RECEPTEUR 

5 CE^nf^^^f^^ """^^ ^"^^ PREPARATIONS DE MEMBRAIIES 
5 CELLULAIRES ET DANS LES BACULOVTRu.? 

EXTRACELLULAIRES BACULOVIRUS 

Des cellules Sf9 infectees avec le baculovirus 
recombinant c-;.yc-(32AR sont recoltees 72 heures apres 
1' infection. Les baculovirus extracellulaires c-:nyc-p2AR 
sont recoltes a partir du surnageant de culture de ces 
cellules, et les particules virales sont purifiees comme 
decrit a I'exemple 1 b) . 

Les membranes des cellules Sf9 sont preparees 
comme suit : les cellules sont centrifugees a 500 x g 
pendant ^5 minutes a 4°C, rincees une fois avec du tampon 
PBS a 4°C, et resuspendues dans du tampon de lyse (20 mM 
Tris-HCl, 5 mM EDTA, pH7,4 contenant 5 ^ig/ml leupeptine, 
5ng/ml d'inhibiteur de trypsine et 10 ^ig/ml de 
benzamidine) a 4°C. Les cellules sont alors lysees par 
sonication, les lysats sont centrifuges 5 min a 500 xg a 
4C stales surnageants centrifuges a 45,000Xg pendant 20 
mm a 4°C. Les culots sont resuspendus a 4°C dans du tampon 
de reaction (75 mM Tris-HCl (pH 7,4), 12,5 mM chlorure de 
magnesium, 2 mM EDTA), en presence d' inhibiteurs de 
proteases . 

6 mg de la preparation de membranes 
cellulaires, ou bien de la preparation de baculovirus 
purifies sont ajoutes a 5 ml de tampon de solubilisation 
(10 rriM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 7,4, 0,3% n- 
dodecyl maltoside (BOEHRINGER MANNHEIM) en presence 
d' inhibiteurs de proteases. La solubilisation est 
efrectuee pendant 9 0 min a 4°C. 

Les recepteurs solubilises sont purifies pa- 
chroma tographie d'af finite cormne decrit ci-dessous. La 
matrice d'af finite ALPRENOLOL-SEPHAROSE est synthetisee 
selon la methode de BENOVIC et al.[j. Biol. Chem. , 



• 
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262 :9026-9032, (1987)]. Cette matrice est utilisee pour 
purifier le c-n:yc-^2AR selon le protocole decrit oar 
MOUILLAC et al . [j. Biol. Chem. , 267 : 21733-21737, 
(1992)]. Tous les tampons comprennent du n-dodecyl 
5 maltoside (0,05%). 

Les preparations obtenues apres 

chromatographie d'af finite sont concentrees en utilisant 

des cartouches CENTRIPREP et CENTRICON (AMICON) et la 

quantite de c-:iiyc-P2AR dans chaque echantiUon est 

10 determinee en utilisant du [ ^^^I ] -iodocyanopindolol 

(['"IJICYP) comme decrit par MOUILLAC et al . [j. Biol. 

Chem. , 267 :21733-21737 /iqqoii t 

^i/j/, (1^92) J. Les preparations de 

particules virales, de membranes, ou de j32AR purifiee par 

chromatographie d'af finite sont soumises a une 

15 electrophorese sur gel de polyacrylamide en presence de 
SDS (SDS-PAGE), en conditions non-reductrices , sur des 
plaques de gel a 10%. Les proteines separees sur les gels 
sont transferees sur nitrocellulose et revelees avec un 
anticorps monoclonal de souris anti-c-rnyc, et un second 

20 anticorps anti-souris couple a la phosphatase alcaline ou 
a la peroxydase de raifort. Les resultats sont illustres 
par la Figure 2 . 

Le transfert de Western de la preparation de 
membranes cellulaires {Figure 2, piste 1) montre la 
25 presence de plusieurs bandes immunoreactives , entre 40 et 
5 0 kDa. 

Le transfert de Western des preparations de 
P2AR purifiee par chromatographie d'af finite (Figure 2, 
piste 2) montre une seule et large bande immunoreactive, 
3 0 entre 4 6 et 5 0 kDa, qui represents la forme mature,' 
biologiguement active, du recepteur p2AR . 

Le transfert de Western de la preparation de 
baculovirus extracellulaires purifies (Figure 2, piste 3) 
montre egalement la presence d'une seule et large bande 
3 5 immunoreactive entre 46 et 5 0 kDa. 

Ces resultats montrent que les molecules de 
recepteur (32AR presentes dans les baculovirus 
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20 



DE 
LES 



extracellulaires represencent uniquement la 
biologiquement active, contrairement aux molecules "de 
recepteur ^2AR presentes dans les preparations de 
membranes cellulaires, qui representent un melange de 
5 rormes actives et inactives. 

EXEMPLE 4 : PROPRIETES PHARMACOLOGIQUES 
DIFFERENTS RECEPTEURS EXPRIMES DANS 
BACULOVIRUS EXTRACELLULAIRES . 

Des preparations de baculovirus extra- 
cellulaires exprimant les recepteurs P2AR, Ml, ou Dl sont 
obtenues comme decrit dans 1 ' exemple 1 ci-dessus. 

La liaison de chacun des recepteurs au ligand 
est evaluee comme decrit dans 1' exemple 2 ci-dessus. 

Les essais de liaison competitive en presence 
15 d^'agonistes sont effectuees en utilisant 70 pM de 
['"l]ICYP comme radioligand. La concentration du ligand 
non-marque varie de 10"* a 10"^^ M. 

Les dosages de saturation des recepteurs Ml- 
muscariniques (Ml-R) et Dl-dopaminergiques (Dl-R) 
exprimes dans les particules virales sont effectuees en 
utilisant 1-100 nM [3H] -pirenzepine (NEN, DUP0^7T) et 
0,02-3 nM [^^-I]-R( + )SCH-23390 (NEN, Dupont) avec 5-10 |ig 
ou 1-2 ^ig de proteines pour Ml-R et Dl-R respectivement . 
Pour evaluer la liaison non-specif ique, on ajoute au 
25 melange reactionnel 1 Atropine (RBI) pour Ml-R, et 
10 flM haloperidol (RBI) pour Dl-R. 

Les resultats de ces experimentations sont 
illustres par le tableau I ci-apres. 



wo 98/46777 



13 



PCT/FR98/00736 



10 



15 



Recepteur 




Kd 


BMax 


Ki 


Ligand 


pM 


pmol/mg de 
proteine 






■ ['^'l]ICYP 


49,4 ± 11,5 






P2AR 


Epinephrine 






8, 98 ± 4, 02 




Arterenol 






3.27 ± 0,38 


Ml 


[^H] -Pirenzepine 


1350 ± 670 


5, 56 ± 0,46 




Dl 


['"l]-SCH23390 


118 ± 63 


5,21 ± 0, 84 





ues resuitats montrent que differents 
recepteurs de la fa:nille des recepteurs couples aux 
proteines G sont exprimes sous forme active dans des 
5 baculovirus extra-cellulaires . 

EXEMPLE 5 : PALMITOYLATION DU RECEPTEUR B2AR 
EXPRIME DANS DES BACULOVIRUS EXTRA-CELLULAIRES. 

Les particules virales exprimant c-myc-^2AR 
sont preparees comme decrit a 1 ' exemple 1 ci-dessus et 
le culot resuspendu dans du PBS. 1 mCi de [^H] palmitate 
dxssous dans du dimethyl sulfoxyde est ajoute aux 
partxcules virales. La reaction est effectuee pendant des 
durees determinees en presence ou bien en absence de 1 m 
(concentration finale) d' isoproterenol . 

Les resuitats sont illustres par la Figure 3 : 
Legende de la figure 3 : 

□ : incorporation en 1 ' absence d' isoproterenol ; 
i : incorporation en presence d' isoproterenol) . 

EXEMPLE 6 : COMPARAISON DES FORMES DU RECEPTEUR 
p2AR 

Les particules virales exprimant c-myc-^2AR 
sont preparees comme decrit a 1' exemple 1 ci-dessus, et 
le culot resuspendu dans un tampon (100 mM Tris-HCl 
10 mM Mgci., pH 7,4 et des inhibiteurs de proteases) On 
25 melange 1 volume de baculovirus extracellulaires et 1 
volume de melange de phosphorylation (2,3 fxCi/^i de 
[f^P]ATP, 10 mM Tris-HCl, 2mM MgCl^ pH 7,4, 25 mM 



20 



# • 
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phosphoenol pyruvate, 0,3 itiM GTP, 1 mM ATP, 4 U/ml de 
pyruvate kinase, et 2 0 u/ml de myokinase) . La reaction 
est effectuee pendant 25 min. a 30°C. A la fin de la 
reaction, 1 ' incorporation de ^^P est mesuree en 1' absence 
d'activateur (temoin) ou en presence de 1 nM 
d' isoproterenol, ou de 100 im de dibutyril AMP cyclique, 
ou de 100 iiM de f orskoline . Les resultats sont illustres 
par la figure 4 . 
Legende de la figure 4 : 

En ordonnee : incorporation relative de ^^P (unites 
arbitraires ) 
En abscisse : 

BASAL : temoin 

FRSK : incorporation en presence de forskoline 
cAMP : incorporation en presence de dibutyril AMP 
cyclique 

ISO : incorporation en presence d' isoproterenol 

EXEMPLE 7 : FONCTIONNALJTE DU RECEPTEUR p2AR 
EXPRIME DANS DES BACTJLOVTRUS EXTRA -CELLULAIRES 

Les particules virales exprimant c-myc-^2AR 
sont preparees comme decrit a I'exemple 1 ci-dessus, et 
le culot resuspendu dans un tampon (75 mM Tris-HCl, 
12,5 mM MgCl2, 2 mM EDTA, pH 7,4 et des inhibiteurs de 
proteases) .20 fil de suspension de baculovirus 
25 extracellulaires sont melanges a 30 |il de milieu 
reactionnel contenant de 0,2 mM ATP, 0,090 mM GTP, 
0,2 0 mM CAMP, 0,2 0 mM isobutylmethylxanthine, 1 ^Ci 
[f^PjATP, 5 mM phosphoenolpyruvate, 0,3 U de pyruvate 
kinase, et 2 U de myokinase. Apres 3 0 min. d' incubation a 
37°C, les reactions sont arretees par I'ajout de 1 ml de 
solution d' arret (0,4 mM ATP, 0,3 mM AMP cyclique, et 
25000 cpm d'AM? cyclique tritie) . L'activite a ete 
determinee en 1' absence d'activateur (temoin) ou en 
presence de I'un des activateurs suivants : 1 pM 
3 5 d' isoproterenol, 10 JJM NaF, ou de 100 .UM de forskoline. 
Les resultats sont exprimes en picomoles d'AMP cyclique 
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product par mnute et par milligramme de proteins Ces 
resultats sont illustres par la Figure 5. 
Legende de la figure 5 : 

En ordonnee .- activite adenyl- cyclase (en picomoles d'AMP 
5 cyclique/min. /mg de proteine) 
En abscisse : 

BASAL : temoin 

FRSK : incorporation en presence de forskoline 
NaF : incorporation en presence de NaF 
10 ISO : incorporation en presence d' isoproterenol 

Ces resultats montrent que le recepteur p2AR 
present dans le.s baculovirus extra-cellulaires est dans 
un environnement qui reproduit 1 ' environnement 
membranaire naturel, et que les preparations de 
15 baculovirus extracellulaires peuvent done etre utilisees 
dans toutes les applications des recepteurs membranaires 
ou une reproduction de cet environnement est souhaitable 
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REVENDICATIONS 

1) Precede de production d'un recepteur 
membranaire recombinant dans un systeme 

5 baculovirus/cellule d'insecte, a partir d'une culture de 
cellules d'insectes infectees par un baculovirus 
recombinant exprimant le gene codant pour ledit recepteur 
membranaire, lequel precede est -caracterise en ce que 
I'on obtient ledit recepteur membranaire a partir des 
10 baculovirus extracellulaires produits par lesdites 
cellules infectees. 

2) Procede selon la revendication l 
caracterise en ce que ledit recepteur appartient a la 
super-famille des recepteurs a sept domaines 

15 transmembranaires . 

3) Procede selon la revendication 2, 
caracterise en ce que ledit recepteur appartient a la 
famine des recepteurs couples aux proteines G. 

4) Procede selon une quelconque des 
2 0 revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il comprend en 

outre une etape au cours de laquelle on procede a la 
recolte des baculovirus extracellulaires produits par 
lesdites cellules infectees, et a leur separation d'avec 
les fractions cellulaires . 

Procede selon une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce gu'il comprend en 
outre une etape au cours de laquelle on procede a la lyse 
des baculovirus extracellulaires produits par lesdites 
cellules infectees. 

^° Procede selon la revendication 5, 

caracterise en ce qu'il comprend egalement une etape au 
cours de laquelle on procede au f ractionnement du lysat 
obtenu a 1' issue de 1' etape precedente, et a la 
recuperation de la fraction comprenant ledit recepteur 

35 membranaire. 

7) Preparation de recepteur membranaire, 
caracterisee en ce qu'elle est susceptible d'etre obtenue 
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par un precede selon une guelconque des revendicatxons 4 
a 6 . 

8) Preparation de recepteur membranaire selon 
la revendicacion 7, caracterisee en ce que prealablement 
a toute purification effectuee sur la base de I'actWite 
du recepteur concerns, au moins 90%, et de preference au 
moins 95% audit recepteur est sous forme active. 

9) Utilisation d'un baculovirus 
extracellulaire, obtenu a partir d'une culture de 
cellules d'insectes infectees par un baculovirus 
recombinant exprimant le gene codant pour un recepteu- 
membranaire, pour I'obtention de preparations dudit 
recepteur membranaire. 

10) Utilisation d'un baculovirus 
15 extracellulaire tel que defini dans la revendication 9, 

ou d'une preparation de recepteur membranaire telle que 
definie dans une quelconque des revendications 7 ou 8, 
pour I'obtention d'un modele d'etude des proprietes dudit 
recepteur membranaire. 

11) Utilisation selon la revendication, 10, 
caracterisee en ce que ledit baculovirus extracellulaire 
ou ladite preparation de recepteur membranaire sont 
utilises pour le criblage de molecules actives sur ledit 
recepteur membranaire . 
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Figure 2 
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Figure 3 
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